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@ Verfahren zur gentechnischen Herstellung -von Antikorpern Funktionelle Antikorperfragmente kann man in 
Bakterien herstellen, wenn man die Gene fUr die einzeinen Ketten an je eine Signaisequenz koppeit, die den 
Transport der Propeptide durch die cytopiasmatische ivlembran bewirken, die Genslrukturen in einem Bakterium 
zur Expression bringt und das funktionelle Protein aus dem peripiasmatischen Raum oder dern Medium isoliert. 
Vortoilhaft isoliert man das funktionelle Protein durch Affinita'tschromatografie an ein Adsorbens, das mit dem 
Hapten oder Antigen heladen 1st, und Elution mit einer Losung des Haptens oder Antigens. 
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Verfahren zur gentechnischen Herstellung von Antikbrpern 



Die Expression von Antikorpem in Hefe wurds beschrieben (C.R. Wood, MA Boss, J.H. Kenten, J.E. 
Calvert, NA Roberts and J.S. Emtage, Nature 314, 446 (1985)), aber nur ein sehr kleiner Antei! des 
exprimierten Proteins erwies sich als funktionell. In E, coli konnten bisher Antikorper-Proteine nur in 
denaturierter Form erhalten werden (MA. Boss, J.H. Kenten, C.R. Wood and J.S. Emtage, Nucleic Acids 

5 Res. 12, 3791 (1984); S. Cabilly, A.D. Riggs, H. Pande, J.E. Shively, W. E. Holmes, M. Rey, L. J. Perry, R. 
Wetzel and H.L Heyneker, Proc. Natl. Acad. Sci. U.SA 81, 3273 (1984)). Die Reinigung aktiver Antikorper 
oder Antikorperfragmente aus Hefe oder anderen Mikroorganismen ist noch nicht bekannt. Proteinfaltungs- 
versuche haben bisher nur zu einem geringen Prozentsatz richtig gefalteter rekombinanter Antikorper 
Proteine gefuhrt. Auflerdem ist es schwierig, die gewunschten funktioneiien Proieine von unerwQnschten 

70 und nicht funktioneiien Proteinen abzutrennen, was die genaue Messung von Bindungskonstanten, Ausbeu- 
ten bei der Faltung, spektralen Eigenschaften und dergleichen und die Anwendung in, Therapie und Technik 
erschwert. Die Optimierung der Faltungsbedingungen ist deshalb auflerordentiich schwierig, zumal es keine 
bewahrten Verfahren und Meflmethoden fur die RQckfaltung gibt. 

Die Expression funktionaler kompletter Antikorper oder funktioneller Bindungsdomanen von AntikSrpem 

75 in bakteriellen Expressionssystemen ist bisher nicht bekannt und die Aussichten zu ihrer Verwirklichung 
wurden pessimistisch beurteilt (S.L. Morrison, Science 229, 1202 (1985), M.A. Boss and C.R. Wood, 
Immunol. Today 6, 12 (1985)). 

Ein soiches System ware sehr wunschenswert, da die gentechnischen verfahren insbesondere fur E. 
coli gut ausgearbeitet sind und aufgrund des schnellen Wachstums die Massenproduktion erleichtert ist, 

zo was okcnomisch von erhebiicher Bedeutung ist. 

Die Erfindung bezieht sich deshalb auf die Herstellung von funktionsfahigen Antikorpem, deren 
funktionelle Fragmente oder von Fusionsproteinen aus Antikorperdomarfen und anderen Proteinen in 
Bakterien, vorzugsweise Gram-negativen Bakterien, insbesondere in E. coli. Das erfindungsgemafle Verfah- 
ren ist dadurch gekennzeichnet, da/3 man die Gene fUr die einzelnen Ketten des Antikorpermolekuls oder 

25 -fragments je en eine Signalsequenz koppelt, die den Transport der Polypeptidketten durch die cytoplasma- 
tische Membran bewirkt und abgespalten werden kann, die Genstrukturen zur Expression bringt und das 
funktionnelle Protein aus dem peripiasmatischen Raum oder dem Medium isoiiert. Bevorzugte Ausgestaltun- 
gen dieser Erfindung werden im folgenden naher erlautert bzw. in den Patentanspruchen definiert. 

Die Koppelung der Gone fur die einzelnen mit Signal-Sequenzen versehen Ketten erfolgt vorteilhaft In 

so der Art eines regulierbaren Operon-Systems, das die glelchzeitige Expression durch eine gemeinsame 
Steuerungsregion bewirkt. Auf diese Weise werden die einzelnen Proteinketten im angenahert stochiometri- 
schen Verhaltnis gemeinsam exprimiert und in den peripiasmatischen Raum transportiert, wo die Verbin- 
dung zum funktioneiien Molekul erfolgt. Der Transport von Proteinen aus dem Cytoplasma erfolgt nach an 
sich bekannten Methoden, wie sie beispielsweise in der EP-B 0 006 694 beschrieben sind. 

35 Als Steuerungsregion kommt jede geeignete regulierbare Genreguiationsregion in Betracht, beispieis- 
weise lac, tac, trp oder synthetische Sequenzen. Besonders bevorzugt sind Reguiationsregionen, die 
zuverlMssig absehaltbar sind. 

Die Isolierung der Proteine aus dem peripiasmatischen Raum erfolgt vorteilhaft dadurch, da/3 man auf 
die abgeernteten. Zellen einen milden osmotischen Schock ausObt und die hierbei erhaltene flussige Phase 

40 durch Ultrafiltration oder Fallung, beispielsweise mit Salzen wie Ammoniumsulfat, aufkonzentriert. 

Ein "milder" osmotischer Schock bewirkt das Austreten des Periplasmas, wobei aber die cytoplasmati- 
sche Membran intakt bleibt. 

Das Protein konzentrat wird zweckmaflig nach einer Dialyse auf ein Adsorbens, vorteilhaft in Form einer 
Affinitatssaule, gegeben, das mit dem entsprechenden Antigen oder Hapten beiaden ist. Durch geeignete 

45 Eiution, vorteilhaft mit dem Antigen oder Hapten, erhait man dann den Antikorper bzw. das funktionelle 
Antiko rperf ragment. 

In der eukaryotischen Zelle werden Antikorper im Lumen des endoplasmatischen Retikulums - wahr- 
scheinllch unter Mitwirkung von Dlsulfid-lsomerasen, Prolin-cis-trans-lsomerasen und moglicherweise weite- 
ren Enzymen oder Proteinen- gebildet. Es war uberraschend, da/3 auch die Bakterienzelle in der Lage ist, 
so die beiden Ketten in der etwa gleichen stochiometrischen Menge herzustellen, beide Vorlauferproteine in 
den peripiasmatischen Raum oder das sie umgebende Medium zu transportieren, die Signalsequenzen 
korrekt abzuspalten, die globularen und loslichen Domanen korrekt zu falten, die intramolekularen Disulfid- 
bindungen zu bilden und beide Ketten zu einem Heterodimer zu assozileren, da es ais unwahrscheiniich 
giit, da/3 die Bakterienzelle liber soiche oder gleichwirkende Enzyme verfugi. Es zeigte sich also uberra- 
schenderweise, da/3 im Falle Gram-negativer Bakterien das bakterielle Periplasma dem Lumen des eukaryo- 
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tischen endoplasmatischen Reticulums in dieser Beziehung funktioneil Equivalent ist. 

Das erfindungsgemafle Verfahren hat eine Reihe von Vorteilen: 
Abgesehen von der schon erwahnten leichten und biliigen bakteriellen Massenfermentation werden unmit- 
telbar funktionelle- Proteine gebildet, wodurch also die Spaltung von Fusionsproteinen mit nachfolgender 
s Isolierung des gewunschten Proteins oder Protein-Fragments, dessen Oxidation Oder in-vitro-Ruckfaltung 
vermieden werden. 

Beim erfindungsgemafien Verfahren wurden auch keine Probieme mit zeiiuiaren Proteasen festgesteiit. 
Bekanntlich werden ja wegen dieser zeiiuiaren Proteasen Proteine in Bakterien ublicherweise in der Form 
von Fusionsproteinen, insbesondere als unlosliche EinschluSkorper, exprirnisrt, was aber die genannten 

70 aufwendigen Weiterverarbeitungsschritte mit sich bringt. Demgegen.uber ist die Abtrennung und Rainigung 
bis zur Homogenitat beim erfindungsgemafien Verfahren schnell und einfach. 

Die Erfindung erlaubt also einen leichten Zugang zu Antikorpem, ihren funktionellen Fragmenten und 
abgewandelten Antikorpem, die sich durch Einfugung, Eliminierung und/oder Austausch von Aminosauren 
von den nativen Antikorpem unterscheiden. So kann man beispielsweise Cysteine eliminieren oder durch 

rs andere Aminosauren ersetzen, urn eine unerwunschte Faltung zu unterdrUcken. Genauso kann man einen 
murinen Antikorper in einen humanen uberfuhren, oder andere iviutationen einfu'nren. Neben den pharuiako- 
iogischen und technischen Anwendungsmoglichkeiten besteht somit ein erleichteter Zugang zur Erfor- 
schung der Antikorperstruktur und -funktion und der Grundlagen der enzymatischen Kataiyse (V. Raso and 
B.D. Stollor, Biochemistry 14, 584 (1975); V, Raso and 8.D. Stollar, Biochemistry 14, 591 (1975); A. 

20 Tramontano, K.D. Janda and R.A Lerner, Science 234, 1566 (1986); S.J. Pollack, J.W. Jacobs and P.G. 
Schultz, Science 234, 1570 (1986); J. Jacobs, P.G. Schultz, R. Sugasawara and 'M. Powell, J. Am. Chem. 
Soc. 109, 2174 (1987)). 

Die Erfindung erlaubt weiterhin die Anwendung von Testsystemen (Assays) unmittelbar auf die bakte- 
rielle Zelle, in der der funktionelle Antikorper gebildet wird, und damit eine schneiie Untersuchung auf 

25 gegebenenfaiis mutierte Antikorper. 

Neben den genannten Variationen des Antikorpermolekuls durch Variation einzelner oder weniger 
AminosSuren konnen in das Antikorper-Gen auch andere Genregionen eingefugt oder Teiie gegen unkriti- 
sche Genregionen ausgetauscht werden Man kann so Markieningsenzyme (M.S. Neuberger, G.T. Williams 
and R.O. Fox, Nature 312, 604 (1984)), Toxine (G. Moller (ed.) "Antibody carriers of drugs and toxins in 

30 tumor therapy", Immunol. Rev. 62, Munksgaard, Copenhagen (1982)) oder Immunglobuiin-Regionen einer 
anderen Klasse (M.S. Neuberger, G.T. Williams, E.B. Mitchell, S.S. Jouhal, J.G. Flanagan, and T.H. 
Rabbitts, Nature 314, 268 (1985)) oder einer anderen Species (P.T. Jones, P.H. Dear, J. Foote, M.S. 
Neuberger, and G. Winter, Nature 321, 522 (1986)) an das Antikorpermoiekul koppein. 

Das erfindungsgema/le Verfahren wird im foigenden am Beispiei der variablen Domanen des 

35 Phosphorylcholin-bindenden Antikorper-Myelom-Proteins McPC603 erlautert. Die dreidirnensionale Struktur 
dieses Mause-lmmunglobulin A Ist bekannt (D.M. Segal, E. A. Padlan, G.H. Cohen, S. Rudikoff, M, Potter 
and D.R, Davies, Proc. Natl, Acad, Sci. 71, 4298 (1974)). Eingesetzt wurden synthetische Gene fUr die 
variable leichte Kette V L und schwere Kette V H . Solche synthetischen Gene sind in der deutschen 
Offenlegungsschrift 37 15 033 bzw. der EP-A 0 290 005 und der AU-A 15631/88 (dort Tabellen 1 und 2) 

40 vorgeschlagen. Eine besonders zweckmaflige Ausgestaitung solcher synthetischen Gene zeigt die Tabelle, 
in der die DNA-Sequenz des gesamten Expressionspiasmids wiedergegeben ist und die Gene fur die 
beiden Ketten durch die Aminosaurenangabe hervorgehoben sind. Bei der Konstruktion dieser DNA- 
Sequenzen wurden Kodons vermieden, die von E. coii seiten verwendet werden. Weiterhin wurden 
singulars Restriktionsenzym-Schnittstellen eingebaut und auf die Sekundarstruktur der RNA RQcksicht 

45 genommen. 

Bei dem als Modeli dienenden funktionellen Antikorper-Fragment hat jede Domane eine intramolekulare 
DisulfidbrUcke (von Cys 23 zu Cys 94 in V L und von Cys 22 zu Cys 98 in V H ). Es existiert keine 
Disulfidbrucke zwischen den Ketten und auch keine freies Cystein. 

Der eingesetzte Expressionsvektor pASK 22 ist schematisch in der foigenden Formel 
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wiedergegeben. In ihr sind die synthetischen Gene fdr die V L - und die V H -Domanen an Genfragmente fur 
die bakterielle Signalsequenz des Aufleren Membranproteins A (ompA) einerseits und der Alkalischen 
Phosphatase (phoA) andererseits gekoppelt. Die Gene fur die beiden Vorlauferproteine sind in einer 
kiinstlichen Operon-artigen Struktur hinter dem lac-Promotor angeordnet, wodurch die gieichzeitige Induk- 

30 tion, Koexpression und Kosekretion beider Gene gewahrieistet sind. 

Nach der induktion der Genexpression warden die Zellen geerntet und einem milden osmotischen 
Schock ausgesetzt. Die hierbei erhaltene FIQssigphase, die die periplasrnatischen Proteine enthalt, wird 
durch Ultrafiltration konzentriert, dialysiert und direkt auf eine Affinita ssa He ^JT.jPtragen, die ein Phospho- 
rylcholinderivat (B. Chesebro and H. Metzger, Biochemistry 11, 766 (1972)) als Affinitatsliganden enthalt 

35 Durch Elution mit Phosphorylcholin erhalt man ein homogenes Fv-Fragment, das gelelektrophoretisch 
einheitlich ist Aus dem SDS-Polyacrylamidgel laflt sich ableiten, da/3 beide Ketten des gereinigten F v - 
Fragments in einem Molverhaltnis von 1:1 vorhanden sind und die erwarteten Molgewichte der reifen 
Proteine (V H :13600 D, V L : 12400 D) vorliegen. Zum Nachweis der korrekten Abspaliung beider signaise- 
quenzen wurden die sechs N-terminaien Aminosauren beider Ketten sequenziert. Es ergab sich, da/3 beide 

-»o Ketten die korrekten N-Termini fur die reifen Proteine aufwiesen. Es wurden also beide hetsrologen 
Praproteine durch die bakterielle Signalpeptidase richtig gespalten und es ist kein Anhaltspunkt erkennbar, 
daS elne unprazise Prozessierung oder eine N-terminale Abbaureaktion erfolgte. 

Die Affinitatskonstante des rekombinanten FV-Fragments von McPC603 wurde durch Gleichgewichtsdia- 
lyse gemessen. Hierbei wurden die gleichen Bedingungen verwendet, die bei der Bestimmung der 

-<5 Affinitatskonstante des nativen Antikorpers McP603, isoliert aus Maus-Aszites, angewandt wurden. Der fur 
das Fv-Fragment gefundene Wert von 1,21 ± 0,06 x 10 s M - ' ist innerhaib der Experimentiergenauigkeit 
identisch mit dem fur den nativen Antikorper berichteten Wert 1,6 ± 0,4 x 10 3 M-'. Die Bindungskurve nach 
Scatchard (Ann. N. Y. Acad. Sci. 51, 660 (1949)) isi iinear una die Extrapolation zeigt an, dafl annahemd 1 
Moi Hapten pro ivioi FyFragment gebunden sind. Hierdurch wird bestatigt, da«3 es nur eine Art von 

so Bindungsstellen pro Fv-Fragment gibt und da/3 in dem isolierten Protein keine inaktiven Bestandteile 
vorhanden sind. 

Es hat sich also uberraschenderweise gezeigt, daS man das Fv-Fragment des Antikorpers McPC603 als 
vollig funktionelles und stabiles Protein in E. coli herstellen kann. Hierdurch wird die funktionelle Aquivalenz 
des Transports in das Periplasma der Bakterienzelle zum Transport in das Lumen des endoplasmatischen 
55 Retikulums der eukaryotischen Zelle bewiesen. Diese Aquivalenz ist unbekannt und auch unvermutet, da 
das bisher am besten charakterisierte bakterielle Protein, das als iosliches heterodimeres Protein im 
Periplasma definiert werden konnte, die E. coii-Peniciiiin-Acyiase, durch proteolytische Prozessierung aus 
einem einzeikettigen VorlSufer Im Periplasma entsteht (G. Schumacher, D. Sizmann, H. Hang, P. Bucke! 
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and A. Bock, Nucleic Acids Res. 14, 5713 (1986)). Auflerdem wurde bereits darauf hingewiesen, daS nach 
derzeitiger Kenntnis Bakterien keine Enzyme oder Proteine besitzen, die in Eukaryonten an der Faltung 
beteiligt sein konnten. 

Oberraschend war auch, dafl das Fv-Fragment von McPC603 im wesentlichen die gleiche Affinitatskon- 
5 stante fur Phosphorylcholin hat wie der intakte Antikdrper McPC603 selbst. Dieser Befund ist unerwartet, da 
die Funktionalitat von Fv-Fragmenten in der Literatur umstritten ist (J. Sen and S. Beychok, Proteins 1 , 2&6 
(1986)). Hierdurch zeigt sich, dafl eine Modifikation oder sogar kompiette Deietion der konstanten Domanen 
die Funktionaiiiai erhaiten kann. 

Im Gegensatz zu der bisher einzigen Methode zur Herstsllung von Fv-Fragmenten, nSmlich durch 
to Proteolyse ernes Antikorpers, ergeben sich beim erfindungsgemafien Verfahren keine Probieme mit nicht- 
funktioneilen, nicht korrekt gefalteten, nicht korrekt reassoziierten oder chemisch modifizierten Proteinen. Im 
ubrigen eignet sich das bevorzugte Isoiierungsverfahren mit Hilfe eines Antigen-oder Hapten-beladenen 
Adsorbens auch dazu, solche nach bekannten Verfahren erhaltenen F v -Fragmente zu reinigen, da solche 
Verunreinigungen entweder nicht gebunden oder nicht eluiert wurden. 

15 

Beispiei V. Hersieiiung des Piasmlds pASK22: 

Das Expressionsplasmid pASK22 wird aus dem grofien EcoRI-Hindlll-Fragment von pUC12 (C. Yanisch- 
20 Perron, J. Vieira, and J. Massing, Gene 33, 103 (1985)), aus Fragmenten der Vektoren pIN lll-OmpA1 (Y. 
Masui, J. Coleman and M. Inouye in "Experimental manipulation of gene expression", M. Inouye, ed., 
Academic Press 1983) und pHI61 (H. Inouye, W. Barnes and J. Beckwith, J. Bacteriol. 149, 434 (1982)) 
sowie verschledenen synthetischen DNA-Fragmenten in mehreren Stufen mit Hiife von an sich bekannten 
Methoden (T. Maniatis, E. F. Fritsch and J." Sambrook, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor 1982) 
25 konstruiert. Die vollstandige DNA-Sequenz des so erhaitenen Vektors pASK22 ist in der Tabelie dargesteiit. 
Mit dem Ligationsgernisch weruen kompetente E. coli-Zellen transformiert und auf Ampicillinresistenz 
selektiert. Die Plasmide mit der gewunschten Genstruktur werden durch Restriktionsanalyse sowie Sequen- 
zierung der kritischen Ubergange charakterisiert. 

oo 

Beispiei 2: Herstellung des F v -Fragments 

Eine Kultur des mit pASK22 transformierten E. coli-Stammes W3110 wird in LB-Medium mit 100 mg/l 
Ampicillin bis zu einer OD550 von 0,5 gezuchtet. Durch Zugabe von iPTG bis zu einer Endkonzentration von 

35 1mM wird die Expression induziert. Nach 45 Minuten werden die Zelten durch Zentrifugieren bei 4000 g (10 
Minuten bei 4*C) gesrntet. Durch Resuspendieren des Zellpeilsts in TES-Puffer (0,2 M Tris'HCI, pH 8,0; 
0,5 m.M EDTA; 0,5 M Saccharose) in 10 ml/1 der ursprtinglichen Kultur wird eine Zellfraktionierung 
vorgenommen. Die Zellen werden durch Zugabe von 15 mi/I der ursprunglichen Kultur TES-Puffer, der 1:4 
mit Wasser verdunnt ist und 2 mM Phosphorylcholin enthalt, einem milden osmotischen Schock ausgesetzt. 

40 Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wird die Suspension 10 Minuten bei 5000 g zentrifugiert und der 
Uberstand erneut 15 Minuten bei 48 000 g zentrifugiert. Der so erhaitene Oberstand, der alle loslichen 
peripiasmatischen Proteine enthalt, wird durch Ultrafiltration (< R >AMICON YM5 Membran) auf ein Voiumen 
von etwa 2,5 mi/I der ursprunglichen Kuitur konzentriert und gegen BBS-Puffer (0,2 M Borat/NaOH, pH 8,0; 
0,16 M NaCi) diaiysiert. Diese konzentrierte Losung wird auf eine rr.it einem Phosphorylchoiin-Derivat (B. 

45 Chesebro and H. Metzger, a. a. O.) beladene AffinitStssauls gegeben (1-4 ml Losung pro ml Bettvolumen), 
mit BBS-Puffer gewaschen und das reine Fv-Fragment mit einer Losung von 1 mM Phosphorylcholin in 
BBS-Puffer eluiert. 



so Beispiei 3: Gleichgewichtsdialyse 

In eine Diaiysierkammer mit jeweiis 100 ui Voiumen auf jeder Seite der Membran wurden auf eine Seite 
50 ul gereinigtes Fv-Fragment in BBS-Puffer und auf die andere Seite eine Losung von 50 ui Phosphoryl- 
(methy!- u C) Cholin (50 mCi/mMol) in BBS-Puffer gefiillt. Aus der OD203 von 6,85 wurde fur das Fv 
55 Fragment eine Konzentration von 0,22 mg/ml ermittelt (R.K. Scopes, Protein Purification-Principles and 
Practice, Springer-Verlag, New York, 1982, S. 241). Nach einer Gleichgewichtseinstellung von 22 Stunden 
bei Raumtemperatur wurden 20 ul-Proben jeder Losung in einem Szintillationszahler (Beckman LS 1801) 
gemessen und die Daten nach Scatchard (a.a.O.) aufgetragen. Aus der Steigung der erhaltenen Linie ergibt 
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sich sins Affinitatskonstants von K a = 1,21 ± 0,06 x 10 s NT 1 . 
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TABELLE 

DNA-Sequenz von pASK22 mit Aminoslure- Sequenzer, 
vcr, ompA-V' H und phoA-V^ 



GCGCCCAATACGCAAACCGGCTCTCCCGGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCA 

i + + + + + + 60 

CGCGGGTTATGCGTTTGGCGGAGAGGGGCGCGCAACCGGCTAAGTAATTACGTCGACCGT 

CGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCT 
61 + + +— — — +— — — --+---------+ 120 

CACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAAT 

121 + + + + + + ISO 

GTGAGTAATCCGTGGGGTCCGAAATGTGAAATACGAAGGCCGAGC^TACAAa^CACCTTA 

TGTGAGCGGATAACAACTTCACACAGGAAACAGCfAT^ 

131 * + _„ +==== „ ===+ + + 240 

ACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATACTGGTACTAATGCrrAAAGATCT 

TAACGAGGGCAAAAAATGAAAAAG^CAGCTATCGCC1?.TTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTC 

241 + + + + + + 300 

ATTGCTCCCGTTTTTTACTTTTTCTGTCGATAGCGCTAACGTCACCGTGACCGACCAAAG 

MstLysLysThjirAlallsAlalleAlaValAlaLsuAlaGlyPhe - 

GCTACCGTAGCGCAGGCCGAAGTTAAACTGGTAGAGTCTGGTGGTGGTCTGGTACAGCCG 

301 + + + + + + 350 

CGATGGG^TCGCGTCCGGCTTCAATTTGACCATCTCAGACCACCACCAGACGATGTCGGC 

MaThrValAlaGlnMaGluValLysLeuValGluSerGlyGlyGlyLeuValGlnPro - 



CCACCTAGGGACGCAGACAGAACGCGATGGAGTCCAAAGTGGAAGAGACTGAAGATGTAC 

GlyGlySerLeuAjgLeuSerCysMaTteSerGlyPhe^ - 

GAGTGGGTACGTCAGCCCCCGGGTAAACGTCTCGAGTGGATCGCAGCTAGCCGTAACAAA 

. , + + + + + 48! 

CTCLiCCCATGCaJSTCGGGC^C^ 

GluTrpValArgGlnProProGlyLyaArgLeuGluTrpIleAlaAlaSerArgAsnLys - 

GGTAACAAGmmCCACCGAAfACAGCGCTOCTGOTAAAM 



CCATTGTTCATATGGTGGCTTATGTCGCGAAGACAATTTCCAGCAAAGTAGCAAAGAGCA 
GlyAsnLyBTyrThrThrGluTyrSerAlaSerValLyaG - 
GACACTAGTCAATCGATCCTGTACCTGCAGATGAATGCATTGCGTGCTGAAGACACCGCT 



CTCTGATCAGTTAGCTAGGACATGGACGTCTA^ 

AspThrSerGlnSerlleLeuTyrLeuGlnMetAsnAlaLeuArgAlaGluAspThrAla - 
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ATCTACTACTGCGCGCGTAACTACTATGGCAGCACTTGGTACTTCGACGTTTGGGGTGCA 

601 + + + + + + 660 

TAGATGATGACGCGCGCATTGATGATACCGTCGXGAACCATGAAGCTGCAAACCCCACGT 

IleTyrTyrCysAlaAxgAsnTyrTyrGlySerThrTrpTyrPheAspValTrpGlyAla - . 

IATAACATGG AGAAAATAAAG TGAAACAAAG C AC T 

+ + + + 720 

CCATGGTGGCAATGGCAAAGAAGAACTATTGTACCTCTTTTATTTCACTTTGTTTCGTGA 

GlyThrThrValThrVilSerSerEn.d KetLysGlnSerThr - 

ATTGCACTGGCACTCTTACCGTTACTGTTTACCCCTGTGACAAAAGCCGATATCGTTATG 

721 + + + + + + 780 

TAACGTGACCGTGAGAATGGCAATGACAAATGGGGACACTGTTTTCGGCTATAGCAATAC 

IleAlaLeuAlaLeuLeuProLeuLeuPheThrProValThrLysAlaAspIleValMet - 

781 "ZZ7-Z111+Z721Z1Z1ZIZ1Z1Z121ZI^^ 840 
TGGGTCAGAGGCTCGAGAGACAGACATAGACGTCCACTTGCACAATGGTACAGAACGTTT 

ThrGlr.SerProSerSerLeuSerValSerAlaGlyGluArgValThrMetSsrCysLys - 

TCTTCTCAGTCTCTGCTGAA.CTCTGGTAACCAGAAAAACTTCCTGGCGTGGTATCAGCA^ 

AGJL^GASTCAGAGAGGACCTGAGM 

SerSerGlnSerLeuLeuAsnSerGlyAsnGlnLysAsnPheLeuAlaTrpTyrGlnGln - 

AAGCCTGGCC^CCGCCGAAACTGCTGATCTACGGTGCGTCGACCCGTGAATCTGGTGTT 

901 TTCGGACCGGTTGGCGGCTT^CGACTA^ CAA ^ 

LysPrcGlyGlr.ProProLysL8uL«uIlaTyrGlyAlaSsrThrArgGluSsrGlyVal - 

CCGGACCGTTTTACCGGTAGCGGTAGCGGTACCGACTTCACTCTGACCATCTCTTCTGTA 

S61 + + + + + + 1020 

GGCCTCGCAAAATGGCCATCGCGATCGCa\TG^ 

ProAspArgPheThrGlySerGlySerGlyThrAapPheThrLeuThrlleSerSerVal - 

CAGGCTGAAGATCTGGCTGTTTACmCTGTCAAAA 

1021 + + + + + + 1080 

GTCCGACTTCTAGACCGACAAATGATGACAGTTTTGCTGGTGAGAATGGGCGACTGGAAA 

GlnAlaGluAsplHsuAlaValTyrTyrC^^ - 

GGCGCCGGCACCAAACTGGAACTGAAGCGCGCTTGATAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTT 

1081 + . + + + + + 1140 

CCGCGGCCGTGGTTTGACCTTGACTTCGeGCGAACTATTCGAA 

GiyAiaGlyThrLysLeuGluLeuLysArgAlaEnd 

TACAACGTCGTGACTGGGAAAACCeTGGCGTTACC 

1141 + -+-- + + + + 1200 

ATGTTGCAGCACTGACCCTTTTGGGACCGCAATGGGTTGAATTAGCGGAACGTCGTGTAG 

CCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGT 
i20i + + + + + 1260 

:tagcgggaagggttgtca 
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TGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTAITTTCTCCTTACGCATCTGTGCG 

1251 + + + + + + 1320 

ACGCGTCGGACTTACCGCTTACCGCGGACTACGCCATAAAAGAGGAATGCGTAGACACGC 

GTATTTCACACCGCATATGGTGCAGTCTCAGTAC3UITCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAA 

1321 + + + + + + 1380 

CATAAAGTGTGGCGTATACCACGTGAGAGTCATGTTAGACGAGACTACGGCGTATCAATT 

GCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGG 

1381 + + — + + + + 1440 

CGGTCGGGGCTGTGGGCGGTTGTGGGCGACTGCGCGGGACTGCCCGAACAGACGAGGGCC 

CAxCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCAC 

1441 + + + + + + 1500 

GTAGGCGAATGTCTGTTCGACACTGGCAGAGGCCCTCGACGTACACAGTCTCCAAAAGTG 

CGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTA 
1501 + + + + + + 1560 

GCAGtAGtGGCuOTISCGCGCtCTGCTtTCCCGGAGCACt^^ 

ATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCG 

1361 + + + + + + 1620 

TACAGTACTATTATTACCAAAGAATCTGCAGTCCACCGTGAAAAGCCCCTTTACACGCGC 

GAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAA\TAC B .TTCAA\TATGTATCCGCTCATGAGACAAT 

1621 + +— + + — + + 1680 

CTTGGGGATAAACAAATAAAAAGATTTATGTAAGTTTATACATAGGCGAGTACTCTGTTA 

AACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCC 
1681 --- +-- --+ __^_---~--+ 1740 

GTGTCGCCCTTATTCCC^TxTTGCGGCAx^TGC 

CACAGCGGGAATAAGGGAAAAAACGCCGTAAAACGGAAGGACAAAAACGAGTGGGTCTTT 

CGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAAC 

1801 + .— + + + + + I860 

GCGACCACTTTCAtTTTCtACGACTtCtAGtCAACCC^CGx^^ 

TGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGA 

1861 + ■ + + + + + 1S20 



TGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAG 

1921 + + + + + + 1980 

ACTCGTGAAAATTTCAAGACGATACACCGCGCCATAATAGGGCATAACTGCGGCCCGTTC 

1981 2040 
TCGTTGAGCCAGCGGCGTATGTGATAAGAGTCTTACTGAACCAACTCATGAGTGGTCAGT 
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CAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCA 

2041 + ■ + + + + ■ + 2100 

GTCTTOTCGTAGAATGCCTACCGTACTGTCATTCTCTTAATACGTCACGACGGTATTGGT 

T^GTGATAACACT-GCGGCGAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGAGCGAAGGAGCT^ 



CCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGC 

2161 + + + + + + 2220 

GGCGAAAAAACGTGTTGTACCCCCTAGTACATTGAGCGGAACTAGCAACCCOTGGCCTCG 

tGAAtGAAGCCAxACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAA 

2221 + + + + + + 2280 

ACTTACTTCGGTATGGTTTGCTGCTCGCACTGTGGTGCTACGGACATCGTTACCGTTGTT 

CGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAG 

2281 + +— + + + + 2340 

GCAACGCGT-I^AtAAxTt3ACCGC~^ 

ACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCACK^CCACTTCTGCGCTCG^CCCT^ 



raTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGG 

2401 + + + + + + 2460 

CCAAATAACC^TATTTAGACCTCGGCCACTCGCAM 



ACCCCGGTCTACCATTCGGGAGGGCATAGCATCAATAGATGTGCTGCCCCTCAGTCCGTT 
CTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGGATTGGT 

. + + + + + + : 

GATACCTACTTGCTTTATCTGTCTAGCGACTCTATCCACGGAGTGACTAATTCGTAACCA 
AACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAAT 

L + + — + + + + : 

TTGAO\GTCTGGTTC\AATCAGTATATA^ 

TTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGAGCAAAATCCCTTAACGTG 

L + + + + + + : 

aattttcctagatccacttctaggaaaaactattagagtactggttttagggaattgcac 

agttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatc 

l + + + + + + : 

tcaaaagcaaggtgagtcgcagtctggggc1atcttttctagtttcctagaagaactctag 

ctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtgg 
i + + + + + + : 

GAAAAAAAGACGCGCATTAGACGACGAACGTTTGTTTITTTGGTGGCGATGGTCGCCACC 
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AAACAAACGGCCTAGTTCTCGATGGTTGAGAAAAAGGCTTCCATTGACCGAAGTCGTCTC 

GCGTCTATGGTTTATGACAGGAAGATCACATCGGCATCAATCCGGTGGTGAAGTTCTTGA 
CTGTAGCACCGCCTAC^TACCTCGCTCTGCTAATCCTCTTACCAGTGGCTGCTG 

i + + + + + + ; 

GACAtCGtgGCGGATGTAtGGAGCGAGACGATTAGGACAATGGT^ 

GCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGC 

, ___+_______„+_ + 4 4 4 2 

CGCTATTCAGCACAGAATGGCCCAACCTGAGTTCTGCTATCAATGGCCTATTCCGCGTCG 



3181 CTCA ^ TCTATCCKT ^^^^^ TCG ^^^ GAGCG ^ CGAG ^ GCTTC ^ G 
GCCTGTGCATAGGCCAXTCGCCGTCCCAGCCTTGTCCTCTCGCGTGCTCCCTCGAAGGTC 




CTAAAAACACTACGAGCAGTCCCCCCGCCTCGGATACCTTTTTGCGGTCGTTGCGCCGGA 

TTTTACGGTTCCxGGCCTTTTGCT<^CCxx^GCIC^ 

3361 + + + + + + i 

AAAATGCCAAGGACCGGAAAACGACCGGAAAACGAGTGTACAAGAAAGGACGCAATAGGG 

CTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCC 

3421 + + + + + + 2 

GACTAAGAC^CCTATTGGCATAATGGCGGAAACTCACTCGACTATGGCGAGCGGCGTCGG 



3481 + + + 3523 

PCCTTCGCCTTCT 
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Anspruche 

1. Verfahren zur Hsrstellung von funkticneilen Antikorpern, funkticneilen Fragrnenten von Antikorpern 
Oder Fusionsproteinen aus Antikorperdomanen und anderen. Proteinen, dadurch gekennzeichnet, dafl man 

s die Gene fur die einzeinen Ketten an je eine Signalsequenz koppelt, die den Transport der Polypeptidketten 
durch die cytoplasmatische Membran einer Bakterienzelle'bewirken und dann abgespalten werden, die 
Genstrukturen in einem Bakterium zur Expression bringt und das funktionelle Protein aus dem periplasmati- 
schen Raum Oder dem Medium, isoliert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl das Bakterium ein Gram-negatives 
w Bakterium ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daS das Bakterium E. coli ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, da,3 man die Gene fur die beiden 
Prapeptide in der Form sines reguiierbaren Qperon-Systems koppeit. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafl 
15 man zur Isolierung des funktionellen Proteins aus dem periplasmatischen Raum die abgetrennten Bakterien 

einem solchen osmotischen Schock aussetzt, dafl das Periplasma austritt, das Cytoplasma aber intakt 
bleibt, die hierbei erhaitene flussige Phase durch Zentrifugieren anreichert und aus diesem Konzentrat die 
gewiinschten Proteine gewinnt. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, da/3 
20 man die das funktioneiie Protein enthaitende Losung auf ein mit dem entsprechenden Antigen oder Hapten 

beiadenes Adsorbens gibt und die gevvOnschten Proteine durch Elution mit einer dieses Antigen oder 
Hapten enthaltenden Losung isoliert. 
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